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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Nikoliny Skowronskiej
pt. Formation of vascular pattern in Arabidopsis leaf primordia

Ocena ogolna

Tematyka prezentowanych badan jest Scisle zwigzana z pracami zespotu dr hab. Agaty
Burian, bedacej promotorem pracy. Wyniki prezentowanych prac osiagnigto dzieki wsparciu
finansowemu uzyskanemu przez promotora w ramach projektu SONATA BIS6 pod tytutem
Rola systemu waskularnego w tworzeniu wzoréw u roslin..

Praca dotyczy zaleznoéci pomiedzy transportem i biosyntezg auksyny a rozwojem pasm
prokambialnych, z ktérych powstajg zytki wchodzace w sktad liscia. Prace prowadzono na
modelu eksperymentalnym Arabidopsis thaliana; dzigki temu wyborowi mozna byto
zastosowacé linie transgeniczne, pozwalajace na biosyntezy, transportu oraz odpowiedzi
sygnatowej dla auksyny.

Tematyka dotyczaca komoérkowych i molekularnych aspektow odpowiedzialnych za
tworzenie sie wzorca uktadu zytek lisciowych jest przedmiotem intensywnych prac
prowadzonych przez wiodace grupy biologéw rozwoju roslin na catym $wiecie. Zasadniczo
wiele w tym wzgledzie zostato juz zrobione i istniejg juz prace eksperymentalne, w ktérych
okreélono zaleznoéci pomiedzy synteza i transportem auksyny w rozwijajgcych sie
primordiach lisciowych a tworzeniem si¢ pasm prokambialnych i réznicowaniem tkanek
przewodzacych. Ze wzgledu na ztozonos¢ regulacji i dynamike wzrostu blaszki lisciowej wiele
aspektow nie jest jednak wyjasnionych. To z kolei skutkuje potrzebg prowadzenia
eksperymentéw, w ktérych dokonuje sig obserwacji dynamicznych i wysokorozdzielczych, w
tym z wykorzystaniem metod przyzyciowych, dzigki ktorym mozna $ledzi¢ zmiany z duzg
doktadnoscia. Niniejsza praca jest wiasnie tego typu przedsigwzigciem. Autorka pracy
uczestniczyta w optymalizacji metody, ktéra pozwolita na mechaniczne uszkodzenie

wybranych rejonéw primordium liscia, lokalng aplikacjg inhibitora transportu auksyny NPA
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lub traktowanie catego primordium auksyng i obserwacje badanych zmian na poziomie
komorkowym. Obok tego zastosowano metode utrwalania materiatu i wizualizacji sygnatow
powstajacych na skutek aktywacji elementow promotorowych prowadzacej do transkrypcji
genéw kodujacych biatka fluorescencyjne (GFP lub YFP). Wykorzystano dwa rodzaje
sensoréw auksyny, oba oparte o syntetyczny promotor DR5, przy czym w jednym przypadku
sekwencja kodujaca biatko zielonej fluorescencji zawierata sygnat lokalizacji jadrowej a w
drugim sekwencja kodujaca biatko zdftej fluorescencii zawierafa sygnat specyficzny dla
retikulum endoplazmatycznego. Obok tego wykorzystano takze marker réznicowania ATHBS,
markery biosyntezy auksyny pTAAL:TAA-GFP and pYUC4:GFP oraz mutanty transporterow
auksyny (pin1-7) oraz czynnikéw transkrypcyjnych odpowiedzialnych za informacje pozycyjna
oraz lokalna restrykcje wzrostu (cuc2 cuc3).

Rozprawa ma klasyczny uktad a proporcja objgtosciowa poszczegdlnych rozdziatéw jest
wiaéciwa dla tego rodzaju prac. Dysertacja jest napisana poprawnym jezykiem naukowym,
wyniki sg przedstawione w przejrzysty i jasny sposob.

W rozdziale pierwszym autorka dysertacji wprowadza czytelnika w aktualny stan wiedzy
dotyczacy komérkowych i molekularnych podstaw regulacji rozwojowej stozka wzrostu
pedu, réznicowania si¢ primordidéw lisciowych oraz zasad rzadzacych réznicowaniem sie
wiazek przewodzacych w lisciach Arabidopsis. Szczegdlnie duzo miejsca, co zrozumiate,
poswiecono roli auksyny, w tym jej biosyntezy i transportu. We wstgpie przedstawiono
réwniez najwazniejsze teorie dotyczace zaleznosci pomiedzy informacjg pozycyjna
mediowang przez auksyne a réznicowaniem si¢ pasm prokambialnych i dalszym rozwojem
zytek (w tym teoria kanalizacji transportu auksyny odpowiedzialna za przestrzenny uktad
wiazek). Wstep jest napisany w sposdb jasny i przejrzysty i zasadniczo obejmuje
najwazniejsze kwestie zwigzane z badaniami, ktérych wyniki zawarto w niniejszej dysertacji.
W moim mniemaniu byé moze warto by byto wprowadzi¢ osobny podrozdziat dotyczgcy
aspektéw biomechanicznych i dotychczasowego stanu wiedzy dotyczacego tego jak zmiany
fizyczne nastgpujgce w rosngcym primordium liSciowym, zarowno na poziomie
poszczegélnych warstw komérkowych jak i catego organu, wptywajg na transport auksyny,
tak zwane ,maksyma” auksyny oraz inne aspekty kierunku podziatéw komdrkowych w
pasmach prokambialnych. Obok tego réwniez warto by byto zamiesci¢ rozdziat dotyczacy
aktualnie istniejacych modeli, w ktorych dokonano préby integracji istniejacej wiedzy

dotyczacej zaleznosci pomiedzy transportem i biosynteza auksyny a powstajgcym wzorcem



uzytkowania (z uwzglednieniem réznic pomiedzy zytkg $rodkowa a zytkami kolejnych rzedéw)
[ np. Corson i wsp., JTB 2009, Bar-Sinai i wsp., PIOS 2016, Holloway i Wenzel, In Silico Plants,
2021; Burian i wsp., J Exp Bot. 2021]. Oczywiscie ze wzgledu na to, ze te aspekty tylko
czesciowo poruszane s3 w niniejszej dysertacji by¢ moze skutkowato by to zbyt daleko
idacym przesunieciem balansu objetosciowego poszczegélnych rozdziatéw pracy, zatem jest
to jedynie ogdlna uwaga, nie majgca wptywu na oceng pracy.

Cele pracy zostaty opisane w rozdziale drugim. Pierwszym celem byfo stworzenie metody
pozwalajacej na jednoczesng obserwacje zdarzen komdrkowych prowadzacych do
réznicowania tkanki przewodzacej réznicujacych sie lisci przy jednoczesnej wizualizacji
kontekstu fizjologicznego. Autorka wspomina réwniez, ze wazne byto aby model réwniez
pozwalat na precyzyjng manipulacje wtasciwosci mechanicznych. Drugim celem byto,
zbadanie wptywu zaburzenia dystrybucji auksyny, oraz przekazu sygnatu pomiedzy
istniejgcymi wigzkami (zytkami) na rdznicowanie prokambium i dalszy rozwdj wigzek
przewodzacych ze szczegélnym uwzglednieniem wzorca uzytkowania liscia oraz wzrostu
blaszki li¢éciowej. Umieszczenie takiego rozdziatu w pracy jest dobrym zabiegiem edytorskim,
dzieki ktéremu tatwiej zrozumie¢ do czego dazyt autor pracy, a takze zweryfikowac
poprawnos¢ planowania eksperymentéw oraz dobdr metod i narzedzi badawczych.

Opis materiatéw i metod jest poprawny a moje drobne uwagi dotyczace tego rozdziatu
maja charakter merytoryczny, dlatego zostang zawarte w czesci poswieconej temu
aspektowi pracy.

Zasadniczo wyniki przedstawiono w sposdb jasny i przejrzysty chociaz ta czesc jest bardzo
obszerna. Na uwage zastuguje wysoka jakos¢ uzyskanych obrazéw z mikroskopu
konfokalnego oraz dopracowanie techniki obserwacji.

Dyskusja jest napisana z duzym zrozumieniem tematyki i widaé, ze autorka orientuje si¢ w
obecnym stanie wiedzy w tej dziedzinie. Uzyskane wyniki s poréwnywane z rezultatami
podobnych prac w tej tematyce i autorka z duzym wyczuciem ttumaczy réznice pomiedzy jej
wynikami a rezultatami opublikowanych prac.

Rozdziat po$wiecony wnioskom wynikajagcym z opisanej pracy eksperymentalnej jest
niestety zbyt dtugi a same wnioski s3 Zle sformutowane, przez co bardziej przypominajg
podsumowanie wynikdw. Ten aspekt bedzie przedmiotem dyskusji w merytorycznej czesci
oceny pracy.

Ogolnie zaréwno tematyke pracy jak i sposéb jej wykonania i opisania oceniam pozytywnie.



Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Ogblna wiedza teoretyczna kandydatki w dziedzinie nauk $cistych, dyscyplinie nauk

biologicznych

Kandydatka wykazuje sie bardzo dobrym zrozumieniem podstawowych zagadnien
dotyczacych biologii rozwoju rodlin. Zaréwno kwestie dotyczace organizacji komoérkowej
stozka wzrostu jak i inicjacji primordiéw lisciowych oraz regulacji réznicowania zytek w
liéciach sa opisane w sposdb bardzo poprawny. Zasadniczo rozwoj liscia jest procesem tak
ztozonym, ze wymaga znajomosci zaréwno kwestii fizjologicznych (w tym zwiazanych
regulatorami wzrostu), fizycznych (aspekty zwigzane ze wzrostem komérek, ich podziatami
oraz koordynacjg tych proceséw na poziomie tkanek czy organéw), oraz genetycznych
(znajomoé¢é mechanizméw regulatorowych odpowiedzialnych za ustalanie si¢ wzorcow
rozwojowych). Zasadniczo sam fakt umiejetnego wykonania opisanych w niniejszej pracy
eksperymentéw $wiadczy o wysokim poziomie wiedzy w dziedzinie nauk Scistych i
dyscyplinie nauk biologicznych. Nie mam rowniez zastrzezern do dyskusji i interpretacji

wynikow.

Umiejetnoé¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

Wyniki zawarte w pracy sg efektem licznych i Zzmudnych obserwacji prowadzonych przez
autorke niniejszej dysertacji. Trudno$¢ dotyczaca pracy z roznicujacymi primordiami lisci
pojawia sie juz na wstepnym etapie, w ktérym nalezy usunaé juz rozwiniete liscie tak aby
mieé dostep do primordiéw. Réwniez izolacja primordiéw lisci majgcych niekiedy rozmiar
ponizej 100 mikrometréw wymaga olbrzymiej cierpliwosci i umiejetnosci. Tego typu prac nie
mozna prowadzi¢ jedynie z pozycji obserwujacego. Obserwacje dokonywane sg na biezgco w
trakcie eksperymentéw a optymalizacja metody wynika wtasnie z samodzielnej pracy. To,
obok bardzo sprawnie przeprowadzonego opisu wynikow i dyskusji, jak réowniez dobrego
doboru narzedzi pozwala mi twierdzi¢, ze kandydatka posiada wiele umiejetnosci, dzieki
ktérym bedzie mogta w przysztosci samodzielnie prowadzi¢ prace naukowa. Jak na razie jest
wspbtautorka jednej pracy eksperymentalnej ale, zwarzywszy na duzg konkurencje w

tematyce, opublikowanie wszystkich danych eksperymentalnych moze zajg¢ wigcej czasu i



by¢ moze prace bedzie trzeba rozszerzyé o aspekty molekularnej regulacji réznicowania
pasm prokambialnych, ktérych nie poruszono w niniejszej dysertacji.

Oczywiécie jest kilka aspektdw zwigzanych z planowaniem badz prowadzeniem

eksperymentdw, o ktére chciatem spytac:

a. Dlaczego do eksperymentéw nie wigczono linii transgenicznych pozwalajgcych na
obserwacje wzorca ekspresji genu LAX2, ktorego produkt jest rowniez zaangazowany w
zalezny od auksyny rozwdj wigzek przewodzacych?

b. Autorka czesto podkresla warto$¢ wykorzystanego systemu eksperymentalnego, dzigki
ktérej mozliwe sg stosunkowo dynamiczne obserwacje odpowiedzi na auksyneg i
éledzenie transportu tegoz czynnika. Jak w tym kontekscie skomentowac nalezy fakt
korzystania z syntetycznego promotora DR5 a nie systemu opartego o D2 lub R2D2?
Wiem, ze doktorantka sama porusza ten problem i rozumie rdznice ale chciatbym
wiedzieé dlaczego jednak zdecydowano sig na DR5.

c. Wazng kwestig zwiazang z regulacja kierunku transportu auksyny przez biatka PIN s3
tkankowe naprezenia mechaniczne. Dlaczego do prac nie wigczono linii transgenicznej
umozliwiajacej wizualizacje tubuliny lub innego narzedzia, dzieki ktéoremu mozna by
zwizualizowad kierunki naprezen?

d. Do jakiego stopnia manualna ablacja komorek przy uzyciu igty jest precyzyjna i w jaki
sposéb mozna oddzieli¢ przy silnych uszkodzeniach efekty zmian wzorca réznicowania
sie pasm prokambialnych od zmian zwigzanych z indukcja odpowiedzi
rozwojowych/wzrostowych poprzez zranienie (proszg zwrécié uwage na geny PLT). Czy
w tym kontekscie nie lepiej stosowac bardziej precyzyjnych narzedzi i jakie by to mogty
by¢ narzedzia?

e. Dlaczego rosliny uprawiano przy $wietle o intensywnosci PAR wynoszacej jedynie 60
uM/m2/s co jest wartoscia znacznie ponizej optimum dla badanego gatunku i jakie to
moze mie¢ konsekwencje dla tworzacych sie¢ maksiméw auksyny? Do jakiego stopnia
éwiatto moze wptywacé na ustalanie sig¢ maksimow?

£ Réwniez nie do korica rozumiem dlaczego w pracy w niektérych eksperymentach
obserwacje prowadzono na dwumiesigcznych roslinach.

g. Kolejnym pytaniem zwigzanym ze stosowanym uktadem eksperymentalnym jest to, czy
sprawdzano jaki jest ewentualny wptyw kinetyny zawartej w pozywce na dynamike

odpowiedzi auksynowych, a co za tym idzie do jakiego stopnia rosnace na takim



podiozu stozki wzrostu przypominaja te, ktére wystepujg naturalnie w roslinie
(zwhaszcza w kwestiach réznicowania primordioéw lisciowych, transportu auksyny,
zaleznoéci komérkowych pomigdzy poszczegolnymi warstwami stozka wzrostu etc.)?

h. Na koniec mam jeszcze pytanie techniczne dotyczace doboru stosowanego mikroskopu.
Wykorzystano mikroskop odwrdcony. Czy to byt dobry wybér a jesli tak to prosze to

uzasadnic.

Oryginalnoé¢ rozwigzania problemu naukowego

Rozwazenie tego aspektu jest dos¢ trudne, gtéwnie ze wzgledu na wielo$¢ prac
prowadzonych w tym kierunku. Na podstawie prac zespotu Enrico Scarpelli, w ktérych
uwzgledniono transport i biosynteze auksyny a nawet rolg komunikacji poprzez
plazmodesmy w tworzeniu sig zytek lisci mozna by szybko stwierdzi¢, ze sam problem
naukowy nie jest nowy. To jednak nie $wiadczy o tym, 7e autorka nie podjeta sie rozwigzania
problemu w sposéb oryginalny. Mozliwoéé éledzenia loséw komérek pasm prokambialnych
potaczona ze $ledzeniem transportu i syntezy auksyny na pewno dostarczyta nowych
obserwacji zwigzanych z procesem powstawania iytek. Sam proces jest bardzo ztozony i
nawet zrozumienie réznic w determinacji rozwoju wiazki gtéwnej (ang. midvein) a wigzek
dalszego rzedu nie jest rzecza trywialna. Dzieki doktadnym obserwacjom oraz wykorzystaniu
metod ablacji czy tez lokalnego zastosowania NPA badz auksyny w niniejszej pracy
wykazano, ze epiderma i transport auksyny z tej warstwy nie sig kluczowe dla rozwoju
gtéwnej wigzki przewodzacej (midvein) w primordium lisciowym. Wykazano, ze rozwdj
nerwu gféwnego jest zalezny od jego wiasnej wewnetrznej koncentracji auksyny, ktora
ustala sie dzieki potaczeniu z wigzkami ktére tacza rozwijajgce sig primordium a poxniej lis¢ z
pozostatg czescig rosliny. Wykazano, réwniez ze synteza czy akumulacja auksyny w
epidermie nie wptywa na wzorzec réznicowania zytek w lisciu. W zwiazku z tym, ze kwestie
dotyczace przeptywu auksyny zaobserwowane niezaleznie przez autorke wydaja mi si¢ w
pewnym stopniu zbiezne z wynikami badan juz opublikowanych chciatbym aby autorka
doktadnie, w zwiezty sposob, podkreslita na ile jej obserwacje sg w tym wzgledzie
nowatorskie. Ta uwaga dotyczy réwniez wnioskow, ktore w moim mniemaniu sg napisane w
zty sposéb i s3 podsumowaniem wynikéw a nie wnioskami. Bardzo prosze o
przeredagowanie tej czgsci i sformutowanie krétkich i zwieztych wnioskéw wynikajacych z

uzyskanych wynikéw oraz ich interpretacji w oparciu o istniejacy stan wiedzy w tematyce.



Jesli to mozliwe prosze o ustosunkowanie sie we wnioskach do celéw pracy oraz do
istniejgcych hipotez i teorii zaleznego od auksyny réznicowania sie zytek. Prace oceniam
bardzo wysoko, zarowno pod wzgledem formalnym, technicznym jak i merytorycznym.
Niestety ten ostatni fragment bardzo profesjonalnie napisanej dysertacji jest niedoskonaty,
dlatego prosze o ponowne napisanie wnioskow i przedstawienie ich w trakcie publicznej

obrony.

Podsumowanie oceny

Autorka dysertacji przedstawita osiggniecie naukowe, ktére przybliza nasze zrozumienie
regulacji rozwoju wigzek przewodzacych w lisciach u modelu Arabidopsis thaliana. Autorka
pracy wykazata sie réwniez bardzo dobrym zrozumieniem tematyki badawczej a jakos¢
prezentowanych danych s$wiadczy o jej wysokich umiejetnosciach, zwtaszcza z zakresu
mikroskopii konfokalnej i fluorescencyjnej dla obiektow roslinnych.

Niniejsza rozprawa doktorska spetnia kryteria zawarte w artykule 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dziennik ustaw 2023, poz. 742 z péin.
zm.). Uwzgledniajgc powyzszy fakt oraz pozostate aspekty, ktére poruszono w niniejszej
recenzji wnosze o dopuszczenie niniejszej dysertacji do publicznej obrony oraz nadanie
stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych, dyscyplinie nauk biologicznych Pani mgr Nikolinie

Skowronskiej.
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